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糖鎖としてオキセタン環を有するオキセタノシン A は Bacillus megaterium により産生され，抗 B型肝炎ウイルス
(HBV) 活性を示す新規核酸である。このオキセタノシンAを化学的に修飾して得られた種々の誘導体の抗 HBV 活
性を検討したところ，細胞毒性が弱く，最も強い抗 HBV 活性を示す誘導体としてオキセタノシン G (OXT -G) が発
見された。 OXT-G は in vitro のみならず m VlVO でも強い抗 HBV 活性を示し，優れた治療薬となる可能性が示唆
された。そこで本研究では， OXT-G がどのような作用機序をもって HBV の複製を阻害するのかを明らかにするこ
とを目的として， HBV ビリオンによる DNA 合成に対する OXT-G の作用を詳細に検討した白
(方法ならびに成績)
OXT-G の in vitro 抗 HBV 活性
OXT-Gの in vitro 抗 HBV 活性は HBV 産生肝癌細胞株 HB611 細胞を用いて測定した。 HB611 細胞を種々濃
度の OXT-G存在下で 15 日間培養し培養液の細胞から総 DNA を抽出し，制限酵素 Hindillで完全消化した後， 32p
標識 HBV-DNA をプロープとしてサザンブロット法で解析した。細胞増殖阻害活性は対数増殖期の HB611 細胞を
用いてメチレンブルー染色法を用いて測定した。 OXT-G が HBV-DNA の合成を 50%阻害する濃度は1.5μM
であった。一方，細胞の増殖を 50%阻害する濃度は 1000μM以上であった。従って， OXT-G は HBV に特異的に
作用し，細胞に対する作用は非常に弱いことが示された。
OXT-G の HBV -RNA 合成に対する作用
HB611細胞を種々濃度の OXT-G 存在下で6 日間培養し，培養後の細胞から RNA を抽出し， 32p標識 HBV-DNA
をプローブとしてノザンプロット法で解析した。 100μM の OXT-G 存在下でも顕著な HBV-RNA 合成阻害は
認められなかった。従って， OXT -G は HBV -DNA を特異的に阻害するが， RNA に対してはほとんど作用しな
いことが示された。
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OXT-G 三燐酸体による内在性 HBV -DNA ポリメラーゼの阻害
精製した HBV コア粒子を界面活性剤で処理し，種々濃度の OXT-G 三燐酸体存在下で内在性 HBV- DNA ポ
リメラーゼ反応を行い， HBV -DNA へのおP 標識 dGTP の取り込みを解析した。 OXT-G 三燐酸体が，内在性
HBV-DNA ポリメラーゼ反応を 50%間害する濃度は1.5μM であった。また， 3H 標識 OXT-G 三燐酸体を用い
て内在性 HBV-DNA ポリメラーゼ反応を行ったところ， OXT -G は HBV-DNA 鎖に取り込まれることがわか
った。
OXT-G 三燐酸体による DNA ポリメラーゼ α の阻害
OXT-G の細胞 DNA ポリメラーゼに対する作用を知るために，内在性 HBV -DNA ポリメラーゼの阻害実験と
同条件下で， DNA ポリメラーゼ α と活性化 DNA を用いて OXT-G の DNA ポリメラーゼ α に対する阻害活性
を検討した。 OXT-G 三燐酸体が DNA ポリメラーゼα による DNA 合成を 50%間害する濃度は 10.3μM であ
った。従って， OXT -G 三燐酸体は DNA ポリメラーゼα よりも HBV -DNA ポリメラーゼをより強く阻害する
ことが示された。
OXT-G 三燐酸体の合成 DNA プライマー/テンプレートへの取り込み
合成DNA プライマー/テンプレートと HIV 逆転写酵素， DNA ポリメラーゼ α ， Klenow 酵素を用いて官標識
OXT-G 三燐酸体の DNA 鎖への取り込みを検討した。その結果， OXT-G は同条件下の dGTP の取り込みと比
較して， 19.4 %--34.6 %量が DNA 鎖に取り込まれた。また，合成 DNA プライマー/テンプレートに OXT-G が
取り込まれて新たに生成した 3' 側末端には，次の塩基が取り込まれることがわかったが，その効率は OXT-G の代
わりに dGTP が取り込まれたときの， 4.9 % --42.0 %であった。
(総括)
本研究から， OXT-G の作用点は HBV-DNA ポリメラーゼであり， OXT-G は HBV-DNA 鎖に取り込まれ，
OXT-G が取り込まれて新たに生成した 3' 側末端には次の塩基が取り込まれることがわかった。核酸誘導体抗ウイ
ルス剤のアシクロビア，ジダノシン，シドブジンは DNA 鎖に効率よく取り込まれるが，新たに生成した 3' 側末端に
次の塩基は取り込まれない。また，ガンシクロビア， BHCG は DNA 鎖に取り込まれ，新たに生成した 3' 側末端にも





B型肝炎ウイルス (HBV) は肝炎・肝癌発症に密接した重要な病原ウイルスであり，感染者は世界に 3億人以上いる
と推定されている。本研究は HBV に対し高い抗ウイルス効果を示すオキセタノシン G (OXT -G) の作用機作を分
子レベルで解析したものである。その結果， OXT -G の作用点は HBV -DNA ポリメラーゼであり， DNA 鎖に低
効率で取り込まれること，さらに取り込まれた OXT-G の 3' 側には次の塩基が付加しうることが明らかとなった。
このような異常核酸が DNA 鎖に取り込まれて抗ウイルス活性を示すことは，今まで知られなかった事実であり，核
酸誘導体の新たな作用機作の可能性を示唆した点で意義は大きい。
以上より，本論文は学位の授与に値すると認める。
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